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RESUMEN

SERRET GONZALEZ, MAURILIO: Los radicales libres y el proceso de
llpoperoxidacion como posible causa de dafio hepitico en pollos con sindrome
ascitico (Bajo la direccion de: MVZ Antonio Diaz Cruz, M. en C. Raquel Guinzberg
Perrusquia, QFB Yolanda Saldafia Balmori, Dr. Enrique Pifia Garza).

En la avicultura comercial el simdrome ascitico (SA), ha adquirido una
importancia relevante, debido a las grandes pérdidas econdémicas que presenta por
su elevada mortalidad. Este problema ha resultado en una consecuencia de los
avances en el ciclo de desarrollo de! pollo de engorda, que al reducirse cada vez
mas puede dar lugar a hipoxia, condicion importante para el desarrollo del SA.

En el presente trabajo se utilizaron pollos de engorda de 6 semanas de edad,
los cuales fueron divididos en dos lotes; el testigo y pollos con signos de SA. Las
aves se sacrificaron y se extrajo el higado en el cual se determiné el grado de
lipoperoxidacion a través de las téenicas de sustancias reactivas al 4cido
tiobarbiturico (TBARS) y de dienos conjugados (DC). Los resultados obtenidos
muestran un aumento estadisticamente significativo (p{0.00l)' en el grado de
lipoperoxidacién hepatica para los pollos con signos de SA, medido por la técnica
de TBARS, en comparacion con los pollos testigo; no as{ para los valores con la
técnica de DC, en donde la concentracién mds alta pero no significativa (p>0.2)
corresponde a las aves con signos de SA. Con base en los resultados obtenidos en
este trabajo se observa un incremento en el grado de lipoperoxidacién en‘el higado
de los pollos con SA, ocasionado por un aumento en los niveles basales de

radicales libres generados durante la presentacion de este sindrome,



INTRODUCCION

SINDROME ASCITICO

En los iltimos afios, la avicultura comercial del pollo de engorda ha
obtenido grandes avances en los indicadores productivos comerciales,
principalmente al disminuir su ciclo de produccidn, mejorando el crecimiento, su
conversién alimenticia y la calidad de la canal (15, 38, 39, 42, 57). Sin embargo, este
beneficio ha tenido un costo metabélico que se refleja en nuevos problemas que
causan elevada mortalidad en las parvadas, como es el caso del sfndrome ascitico
(SA). El SA ha cobrado mayor importancia debido a las grandes pérdidas
econdmicas que representa por su elevada incidencia y su alta mortalidad, que

dependiendo de la severidad del caso es de 4 % a 30 % (3, 40, 56, 57).

En un inicio se aceptaba que el SA se presentaba a partir de la tercera
semana de edad, pero en la actualidad es frecuente encontrar aves que desde el
primer dia de vida son afectadas, presentindose la maxima mortalidad hacia la

sexta semana (7, 34, 38, 42, 56).
Definicién

8e ha designado con diferentes nombres al acumulo de liquido en la cavidad
abdominal, sin embargoe existe una diferencia entre los términos ascitis y sindrome
ascitico, En términos generales, la ascitis es una manifestacion patolégica

producida por causas generales de edema y es conocida como: edema aviar, bolsa



de agua, enfermedad del edema. En cambio en el sindrome ascitico se ven
involucrados los sistemas cardiaco y pulmonar, de donde reciben los siguientes
nombres: sindrome de hipertension puimonar, sindrome de falla cardfaca, ascitis
hipdxica, edema de las alturas y sindrome ascitico (5, 31, 43, 56, 61). Es importante
sefialar que no obstante esta diferencia, a nivel campo, se llegan a utilizar estos

términos indistintamente.

El SA es un cuadro patologico que se caracteriza por una alteracion
funcional de los sistemas cardfaco y pulmonar, disfuncion que ha llegado a ser
identificada en los primeros dias de vida y cuyas manifestaciones clfnicas son
observables a la cuarta semana de edad o antes, siendo fo mas sobresaliente la
distenslén progresiva del abdomen y entre las caracterfsticas anatomo-patoldgicas
méds frecuentes destacan: hipertrofia cardfaca derecha, hidropericardio,

hepatomegalia y cohgestibn generalizada (31, 34, 38, 40, 42, 56).
Etiologfa

Por los signos y lesiones de este proceso patologico, es diffcil definir una
etiologfa unica; su presentacion incluye factores genéticos, medio ambientales,
nutricionales, infecciosos y de manejo, posiblemente los factores genéticos y

nutricionales son los de mayor importancia (2, 3, 5, 36, 38, 42).

Ya que una serie de factores desencadenan la presentacion del SA en aves,
se mencionan a continuacion los mas comunes. Nutricionales; debido a dietas

altas en energfa (4, 62). Ambientales; tales como temperatura ambiental baja



dentro de la caseta, asf como altos niveles de amonifaco y humedad, polve,
presencia de mondxido y didxido de carbono o deficiente ventifacion en la misma
(40, 46, 61). Genéticos; estirpes con elevada velocidad de crecimiento (53, 57, 62,
67). Anatomo-fisiologicos; al comparar los pulmones del gallo silvestre con los del
pollo de engorda, estos ultimos son anatdémicamente menos eficientes para el
intescambio gaseoso, presentan una barrera aerohematica tisular 28 % mas gruesa,
la capacidad del volumen pulmonar es 20 % inferior y la difusion de oxfgeno de la
barrera tisular aerohemitica es 25 % menor (38, 56); Manejo: incluye una
inadecuada oxigenacion en las incubadoras y nacedoras, pollos sometidos a
programas prolongados de Huminacion, ast como la cria de pollos a bajas
temperaturas o la elevada densidad de poblacion (5, 53). Infecciosos;
enfermedades que afectan el sistema respiratorio como por ejemplo micoplasmosis

y aspergilosis (35, 45, 46, 56). Sexo; son mas susceptibles los machos que las
hembras (65, 66).

Patogenia

El origen del SA se centra en la condicion de hipoxia (1, 15, 29, 48, 65), esto
lo reveld un estudio realizado en pollos de engorda sujetos a Eipoxia inducida
experimentalmente, en donde se encontraron resultados hematolégicos y
morfoldgicos similares a aquellos observados en pollos de la misma edéd pero con
SA (46, 47, 48, 70). La hipoxia desencadena como fendmeno compensatorie el
aumento del hematocrito, lo que incrementa la viscosidad de la sangre y ¢l trabajo
cardfaco, disfuncion que se manifiesta en una hipertrofia de ventriculo derecho y

elevacion de la presion sangufnea de I arteria pulmonar (1, 40). Por otro lado se ha



demostrado que el musculo liso vascular del pulmén es determinante en la
hipertensién pulmonar a elevadas altitudes; el aumento de la presion sanguinea de
la arteria pulmonar se transmite progresivamente a los capilares pulmonares
provocando: una hipertensién pulmonar, dilatacion del ventriculo dereche y un
cierre inadecuado de la valvula tricispide. Bajo esta condicion la insuficiencia
cardfaca, promueve un aumento en la presfon hidrostatica de todo el sistema

venoso, ocasionando con esto, una congestion cronica pasiva (31, 40, 42, 56, 65).

Estas alteraciones funcionales que se presentan en el sistema cardio-
pulmonar durante el desarrollo del SA, repercuten de manera importante en el
higado e intestino delgado, de donde se ha reportado el origen de una

extravasacion de plasma y su aciimulo en la cavidad abdominal (56).

E! SA en el polio de engorda presenta las siguientes caracterfsticas:

a) Signos ‘

Las aves afectadas presentan disnea, erizamiento de plumas, dificultad para
caminar, posicién de pingliino cuando el abdomen se encuentra muy distendido,
cresta ciandtica, puede presentarse diarrea, en casos severos retraso en el

crecimiento y muerte repenﬁna‘ (40).

b) Lesiones
Las alteraciones anatomo-patoldgicas mds comunes son; cardiomegalia,
hidropericardio, congestion pulmonar, el bazo y los rifiones estdn aumentados de

tamaflo, el higado aparece congestionado y también aumentado de tamafio en



casos agudos o bien de menor tamafio y endurecidos, con bordes redondeados en

€as08 cronicas y la presencia de fluido en la cavidad abdominal (38).
Diagnostico

El diagnéstico presuntivo se hace con base en la historia clinica, observacién

designos y lesiones caracteristicas aunque con pronéstico desfavorable (59).

Control y prevencién

Toda medida tendiente a reducir ia tasa metabélica, limitar4 la presentacion
del SA. Debe evaluarse el costo-beneficio de toda medida que se Implemente y
cada evaluacion sers especifica para cada situacion particular en las diversas
explotaciones. En general, se instrumentan medidas tendientes a la proteccidn del

sistema cardio-pulmonar (5).

Actualmente se estan aplicando programas de restriccion alimenticia para el
control de] SA, dentro de ellas destacan dos; la cuantitativa, que es restringir el
consumo de alimento y que puede ser limitando el tiempo de acceso al alimento en
forma manual, y [a cualitativa la cual consiste en usar bajos niveles de protefna y
alimentos energéticos, que pueden ser a través de un cambio en la formulacién o

bién con una dijucion de la dieta (4, 5, 63)



RADICALES LIBRES

Generalidades

En los dltimos afios ¢l interes por los radicales libres (RL) ha venido en
aumento, por lo que se ha estudiado la funcidn y el papel que estos desempefian en
1a salud y la enfermedad. De manera especial la investigacion se ha dirigido hacia
los RL que provienen de las reacciones del oxigeno, debido a que se encuentran
ampliamente distribuidos en los seres vivos y son caracterfsticos de los sistemas

aerdbicos (17, 25, 27).

A pesar de que o oxigeno es indispensable para la vida aerdbica, es
potencialmente téxico y su utilizacién en los procesos ﬁ\etabélicos s6lo es posible si
los organismos cuentan con una gama de moléculas que los protejan de los
derivados del oxigeno Hamados radical superéxido (Op%), peréxido de hidrégeno
- (H209), radical hidroxilo (OH) y singulete de oxfgeno ‘(102*) (14, 30).

Los radicales de oxfgeno son capaces de destruir bacterias e inactivar
enzimas. También pueden interactuar con lipidos, proteinas, carbohidratos y
4cidos nucléicos, alterando la estructura y la funcion de los componentes celulares
(14,17).

Definicion

Los RL son derivados de 4tomos o moléculas que contienen uno 6 mds

electrones desapareados en su orbital externo (Figura 1), lo que los vuelve



entidades extremadamente reactivas, ya que buscan satisfacer tal desequilibrio
sustrayendo o adicionando electrones a otros dtomos o moléculas (Figura 2), las
que a su vez se pueden convertir en radicales libres, este ultimo mecanismo puede

dar lugar a reacciones en cadena, es decir a la propagacion del fenomeno inicial (6,

10).
Radicales libres derivados del oxfgeno

El oxigeno molecular (O9) al absorber 22 Kcal de energfa se convierte en una
molécula reactiva, el singulete de oxfgeno representado como 10p* (Figura 1);
puede transformarse en otro: 103** por la absorcion de 15 Kcal més de energfa, su
vida es effmera y se convierte rapidamente en el singulete 10*. En la formacion
de singuletes no hay adicion de electrones, sino se trata de una redistribucion de

los mismos en el dltimo orbital (6,28).

Por otro lado, cuando la molécula de oxfgeno acepta un electrén, se
convierte ¢n el radical superoxido, este se representa con el signo negativo del
anién y un punto que indiéa que se trata de un radical libre (O2%) (Figura 1);
fisioldgicamente el radical superéxide es producido durante el proceso de
fostorilacion oxidaﬁva en la mitocondria (1-5 % del O7 total consumido) (10, 22)
Ademds, también es generado por las células fagocitarias que utilizan a este RL
como un mecanismo de defensa; en estas células las reacciones que conducen a la
produccion del radical superdxido y otros compuestos como el perdxido de
hidrogeno, hipoclorito, el singulete de oxigeno y las cloraminas (Figura 3), se debe

a procesos inmunoldgicos, que provecan una clevacion espectacular del



metabolismo de los leucocitos polimorfonucleares y de los macréfagos, con un
subito aumento del consumo del oxigeno, evento conocido como explosion
respiratoria. Fn la membrana citoplismica de estas células se encuentra un
complejo enzimdtico denominado NADPH-oxidasa, que cataliza la siguiente
reaccion la cual es importante mencionar aqul por el hecho de producir Op- (30,
58):

203 + NADPH + H* —— NADPH-OXIDASA___>205: + NADP* + 2H* (a)

Otra de las enzimas de particular importancia en relacion con la presencia
de RL en las células es la superéxido-dismutasa (SOD) localizada en el citoplasma
del fagocito, la cual cataliza la siguiente reaccién:

2024+ 20t —_SOD___>09+ Hy0p (b)

Notese asf mismo que los leucocitos polimorfonucleares liberan en el medio,
al mismo tiempo que peroxido de hidrogeno, una enzima denominada
mieloperoxidasa (MPO), que utiliza el poder oxidativo del peréxido de hidrégend
(H209) para tranformar los halogenuros en hipohalogenuros, segtin las siguientes
reacciones: _

Hy0p+ Cl' — MPO__50CI- + H0 (o)
OCl* + Hy0; —MPO__> CI' + Hy0 +10y* (d)

Como se observa en este conjunto de reacclones, el aumento en el consumo
de oxfgeno durante la descarga respiratoria de los fagocitos estd: destinado a
producir una gran cantidad de metabolitos de oxigeno, que tienen poder

 bactericida, atn cuando no todos sean propiamente radicales libres (33).



El perdxido de hidrégeno formado en la reaccidn (b), a pesar de na ser un
radical libre, tiene una importancia fundamental ya que, en presencia de los
metales de transicion como el Cu® o el Fe2t, da lugar al radical hidroxilo y al i6n
hidroxilo conforme a la reaccion de Fenton:

HyO3 + Fe2* —__ >Fed* + OH-+-OH (¢)

Es conveniente hacer notar que en este proceso, el radical superdxido se
convierte en un alimentador de Fe2*, a través de la siguiente reaccion (26, 28):

Fdte 0 >Fe2*+0q ()

La dismutacion del radical superéxido que produce peréxido de hidrégeno
(reaccion b), el que a su vez, se descompone en el radical hidroxilo con
intervencion del Fe2* (reaccion ¢) y la regeneracion de este wltimo por medio del
radical superéxido (reaccion f), constituye el ciclo de Haber-Weiss:

02 + H)03 ——————> 02 +0H" +OH (g)

E! radical hidroxilo formado (reaccion g} es el mas importante, ya que es un
oxidante muy reactivo que interactia con casi todas las moléculas que se
encuentran en los organismos (14, 58).

Defensas bicldgicas

Todas las células cuentan con diversos mecanismos de proteccidn natural

para manejar la carga fisiologica de radicales libres generados en las células, ya sea



impidiendo su formacidn o neutralizandolos una vez formados, entre estos

sistemas protectores se encuentran los siguientes:

a) Sistema citocromo-oxidasa: Existe a nivel mitocondrial y consiste en
evitar la reduccion univalente del oxigeno, por reduccién tetravalente, sin liberar
intermediarios (Figura 4) (21,33):

Op+de- +4H* —— >2H,0

b) Superéxido-dismutasa (SOD): Es una familia de metaloenzimas
(dependientes de Zn2*, Cu2t, y Mn2t) que catalizan la dismutacién del radical
anion superoxido para dar peréxido de hidrégeno (reaccion b) (22, 33).

Ot +2Ht —___SOD > Hy09

c) Catalasa: Cataliza la transformacién de dos moléculas de perdxido de
hidrégeno, en dos moléculas de agua mds una molécula de ox{geno (33).

2Hp09 > 2Hp O + Oy

d) Peroxidasas: Catalizan la reduccién del peréxido de hidrégeno por
diversos donadores de electrones: dentro de estas enzlmas destaca la glutation-

peroxidasa, que cataliza la siguiente reaccion:
2GSH + HyOy GLUTATION-PEROXIDASA _____> GSSG + 2 Hp0

e) .ﬁ-cafotenos, vitamina E y vitamina C: Los [l-carotenos neutralizan al
singulete de oxfgeno, una molécula de esta puede inactivar centenares de
moléculas de oxfgeno singulete mediante un mecanismo de apagador (quenching)

ffsico: la energia del singulete de oxfgeno se utiliza para convertir la forma cis del



[-caroteno en su isomero frans, y viceversa. El w-tocoferol o vitamina E o5 de
particular importancia porque neutraliza al radical hidroxilo, formando un radical
tacoferilo que, por ser estable, suspende la cadena de reacciones generadoras de
RL. La vitamina C o ascorbato, reacciona con el radical tocoferilo regenerando la
vitamina E y convirtiéndose en el radical ascorbilo (A-), también muy estable; por

esto se le considera como un antioxidante indirecto (22, 37, 69).

PAPEL DE LOS RADICALES LIBRES EN LA FISIO-PATOLOGIA

Lipoperoxidacion

Los fosfolfpidos de las membranas contienen gran cantidad de dcidos grasos
poliinsaturados, estos dcidos grasos no saturados son susceptibles de combinarse
con un RL del oxigeno para la formacién de perdxidos, a este proceso se le
denomina lipoperoxidacion. Los dcidos grasos poliinsaturados son muy
vulnerables a [a peroxldacién, ya que los dobles enlaces carbono-carbono debilitan
la uni6én carbono-hidrégeno del dtomo de carbono vecino. Bl radical hidroxilo
{*OH) que es el principal responsable de la oxldacion lipfdica, al atacar los 4cidos
grasos poliinsaturados (Figura 5), abstrae un tomo de hidrégeno y crea un radical
libre (1), que es estabilizado por un rearreglo interno formando un dieno conjugado
(1), el cual reacciona répidamente con una molécula de oxigeno para dar un
radical lipoperoxilo (Ill). Este radical lipoperoxilo puede atacar a un prido vecino,
sustrayéndole un dtomo de hidrégeno, para producir un hidroperéxido y un

nuevo radical (IV). Una alternativa es que a partir de él, se formen los peroxidos



cfelicos (V), los que pueden por un lado, conducir a la formacion de endoperoxidos
(V1} por accion de la ciclooxigenasa, continudndose la via de la degradacion para
dar lugar a la formacién de sus productos terminales: el malondialdehido (MDA)

entre otros aldehidos (V1) (24, 26, 27, 73).

El proceso de lipoperoxidacidn dafia severamente a las membranas,
produciendo pérdida de su fluidez, de su capacidad secretora y de los gradientes
i6nicos transmembranales. de la membrana plasmética y las de los organelos

celulares (17).
Isquemia-reperfusion

Un tejido isquémico sufre hipoxia o anoxia por un periodo de tiempo mas o
menos prolongado. La isquemia por sf misma, si es prolongada, producira dafio
tisular y muerte celular. Es importante mencionar que el dafio mayor ocurre
cuando hay reperfusion del 6rgano o del tejido, es decir, cuando el oxigeno
molecular regresa con la restitucién parcial o total de la circulacion sanguinea

(Figura 6) (17, 32, 58).

Bajo condiciones adecuadas de oxigenacion la xantina-deshidrogenasa
(XDH) cataliza la siguiente reaccitn:
Xantina + Hy0 + NAD* —— _XDH___5 4cido arico + NADH + HY

Cuando el aporte de oxfgeno disminuye, la produccién de ATP decrece, bajo

estas condiciones y en presencia de Ca2* citosélico, se actlva una serie de



proteinquinasas, sicndo una de estas, [a responsable de transformar de manera
irreversible la actividad de la xantina-deshidrogenasa, en xantina-oxidasa (XO)
(17), cuya participacion es fundamental en el catabolismo de nucledtidos de
adenina; la degradacién del ATP ocasiona la acumulacion tisular de hipoxantina
(22). Si en este momento aumenta el flujo de oxigeno al tejido, la xantina-oxidasa
cataliza la siguiente reaccion:

Xantina + H20 + 203 —XO__> scido arico + 205 + 2H*

Después del restablecimiento de la circulacion sangufnea, el daio se debe a
la produccion excesiva del radical superoxido, y como corolario del perdxido de
hidrégeno y del radical hidroxilo que se forman a partir del superdxido, segtin se
reviso en las paginas anteriores (10, 19).

Fagocitosis

La explosién resplratoria de los fagocitos activados no llenan una necesidad
energética, sino que estd dirigida a la produccién de metabolitos del oxigeno,
destinados a destruir a las bacterias invasoras. Pero esta defensa puede producir

daito en el mismo ambiente en el que actuan los fagocitos (58).
Inflamaclon
Los fagocitos activados liberan también Acidos grasos insaturados a partir

de los fosfolfpidos, por la activacion de las fosfolipasas Ay y C. La liberacion de

4cido araquidoénico, en particular, determina su utilizacion en las vias de la



ciclooxigenasa y de la lipooxigenasa que dan lugar a la formacién de
prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos y otros derivados, los cuales son
promotores de la formacion de radicales libres derivados de oxigeno. En conjunto
promueven la vasodilatacion, la agregacion plaquetaria y la leucotaxis, con lo que

el proceso se hace autosostenido (60).

JUSTIFICACION

La mayorfa de los trabajos experimentales relacionados con el S.A.se han
centrado a explicar la fisiopatologfa del sindrome a partir de las alteraciones
observadas en los sistemas respiratorio y cardiovascular, con el propésito de
encontrar  un  diagndstico temprano que pueda indicar la presencia  del
padecimiento. Se ha concluido que Ia falla en el corazén reduce la velocidad del
transito sanguineo, lo que conlleva a un estasis en los drganos (congestion cronica
pasiva) especialmente en el higado ¢ intestino donde se encuentra el origen del
fluido ascitico (1, 38, 51, 52, 59). Tomando en cuenta la importancia economica que
representa el sindrome ascttico en la industria del pollo de engorda, es de gran
valor realizar investigaciones sobre las alteraciones metabolicas del higado
ocasionadas por el SA, para encontrar una pauta que nos indique la posible

prevencién o tratamiento del mismo.



OBJETIVO
Cuantificar el grado de lipoperoxidacion generado por la presencia de
radicales libres del oxfgeno en el higado de pollos con sindrome ascitico, por
medio de las técnicas de sustancias reactivas del 4cido tiobarbiturico (TBARS) y de

dienos conjugados (DC).

HIPOTESIS
El dailo hepatico encontrado en los pollos con sindrome ascitico involucra
un proceso de lipoperoxidacion el cual es generado por la presencia de radicales

libres del oxfgeno.



MATERIAL Y METODOS

Para el estudio se utilizaron pollos de engorda de la estirpe Arbor Acres de
6 semanas de edad, provenientes de una granja comercial ubicada en Tlalpizahuac
Estado de México, a una altitud de 2,250 metros sobre el nivel del mar. Las
determinaciones se efectuaron en el Departamento de Nutricion Animal y
Bioquimica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, en el
Departamento de Bioqufmica de la Facultad de Medicina y en la Unidad de
Posgrado e Investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional

Auténoma de México,

La poblacién con la cual se trabajo fu¢ de 32 animales, misma que se dividi6
en dos grupos de 16 polios:
1. Pollos sin signos de sindrome ascttico (testigo) y

11. Polios con signos de sindrome ascitico.
METODOS DE DETECCION DE LOS RADICALES LIBRES DE OXIGENO

La presencia de un electron impar le da caracteristicas fisicas particulares a
la molécula, la que puede ser medida directamente por técnicas como la
espectroscopia con luz ultravioleta y visible (UV/VIS), resonancia paramagnética y
electroqufmica, quimioluminiscencia, cromatografia liquida de alta presién
(HPLC), entre otras; sin embargo en ocasiones estas aproximaciones son
frecuentemente limitadas por su baja concentracion y corta vida media de la

mayorfa de los RL. Una manera con la que se puede medir el nivel de fos radicales



libres derivados de los dcidos grasos, dependen en gran medida de los productos
formados en la reaccion, tales como el malondialdehido y los dienos conjugados,
entre otros, los cuales se miden espectrofotométricamente a 532 nm y 240 nm

respectivamente. (11, 16, 19, 24, 49, 64).
Técnica de sustancias reactivas del &cido tiobarbitirico (TBARS)

Las aves fueron anestesiadas con éter, de inmediato se obtuvo una porcién
del higado de aproximadamente 10 gramos, en algunos de los pollos (cinco testigo
y tres con SA) también se realizaron determinaciones para ver si existfa el mismo
comportamiento en corazén; el tejido se homogeneizo en agua destilada frfa y se
filtré a través de una gasa de algoddn, Se tom6 una alicuota del filtrado de 200
microlitros, para ser incubado en tubos de ensaye con 1.0 m! buffer de fosfatos 0.15
M a un pH de 7.0, por 30 minutos a 37°C. Despugs se adiciond 1.5 ml de 4cido
acético al 20% a un pH de 25 y 1.5 ml de 4cido tiobarbitirico (TBA) al 0.8%; la
mezcla se colocd en bafio de agua a ebullicion durante 45 minutos, al término del
cual los tubos se colocaron en agua con hielo, después de 10 minutos se agrego 1
mi de KCl al 2% y 5 m! de butanol-piridina (15:1), se mezclé vigorosamente,
finalmente se centrifugo a 5,000 revoluciones por minuto (rpni) durante 5 minutés,
en la fase orgdnica (Figura 7) se cuantificé la absorbancia espectrofotométrica a 532
nanometros (54, 55, 71, 72). La concentracion de TBARS se cuantificé por medio de
la siguiente formula:

As=E-bw
Donde: As = absorbancia

F = cocficiente de extincion molar= 156 X 105 mM em (11)



b = longitud de a celda =1 cm
¢ = concentracién
despejando a ¢, la formula queda como sigue:
c=_As

E'b

Ejemplo:
Promedio As = 0.048 (primer dato del cuadro 1)
=0.048 /1561051
= 3,08 x 107 x 4.2 ml (volumen total)
=1.29x10-6x5 (correccion por volumen)
=645 x 106 moles de TBARS / ml
= 6.45 nanomoles de TBARS / ml

Técnica de dienos conjugados

Se agregaron 8.0 mi de cloroformo-metanol (2:1) a 0.2 m! del homogenado
filtrado, agitandose en vortex durante 2 minutos y se centrifugo a 3,000 rpm por 5
minutos; se separa 5 ml de la fase superior, dicha fase se lava con 2 ml de agua
destilada, para luego realizar una segunda centrifugacién; finalmente se retiré la
fase inferior para su lectura a 240 nm (12),

A partir de las lecturas se hizo el célculo con la misma formula que se aplico

- en TBARS, donde el coeficiente de extincion molar para DC es el siguiente:
E=252X104 mMem (11).
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Ejemplo:
Promedio As =0.032 (primer dato cuadro 3)
=0,002/252x104:1
=1.27 X 100 x 8.3 ml (volumen total)
21054 X106 x 5 (correccion 'por volumen)
=52.698 X 10-6 moles de DC / ml
=52.69 nanomoles de DC / ml

Protefnas por el método colorimétrico de Bradford

Es necesario determinar la cantidad de protefna que estd presente en el
homogenado para poder calcular tanto a los de dienos conjugados (DC) y de las
especies reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS) como nanomoles por miligramo
de proteina. El método consiste en realizar una curva patrén de diferentes
concentraciones de albimina (0, 20, 40, 60, 80, y 100 microgramos) y colocar en
otros tubos 50 | de los problema con una dilucion 1:20; a todos los tubos, tanto de
la cusva como de los problemas se les completaa 100 | con buffer Tris-KCI-EDTA.
A todos los tubos s¢ les agrego 5 ml de reactivo de Bradford y se cuantific la
absorbancia a 595 nm (9); la lectura de! problema se transforma mediante la curva
de albimina en g de proteina y luego se corrige por la dilucion,

Célculo:

Promedio As =0.327

Valor enla curva = 37.7 mg/ml x 20 (1a dilucién)
=754 mg/ml x 20 (2a dilucion)
= 15080 mg/ml / 1000
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=15.08 mg/ml
Retomando los datos de TBARS:
6.45 nmoles/ml y 15.08 mg/mi de proteina
= 0.428 nmoles de TBARS / my de proteina
Retomando los datos de DC:
52.69 nmoles/ml y 15.08 mg/ml de protefna

=349 nmoles de DC / mg de proteina

Anélisis estadfstico

Los datos se compararon estadfsticamente con la prueba de hipdtesis de "t"

de student, respecto a medias de datos independientes (23).
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RESULTADOS
Determinaciones de TBARS en higado

El Cuadro I, muestra los valores de TBARS encontrado en homogenado de
higado de pollos testigo de 6 semanas de edad en donde se observa que la
concentracion promedio de sustancias reactivas ai dcido tiobarbitarico fué de 0.403
t 0089 nmoles/mg de proteina. El Cuadro I, muestra los niveles de TBARS
obtenidos en hfgados de pollos con signos de sindrome ascitico, en donde se

reporta una concentracién promedio de 0.952 +0.306 nmoles/mg de protefna.
Determinaciones de DC en higado

El Cuadro III, muestra los niveles de DC en homogenado de higado de

pollos testigo, donde el valor promedio obtenido fué de 5.786 + 2.315 nmoles/ mg

de protelna, ligeramente mayor a lo encontrado en homogenado de higado de .

pollos con signos de SA (4.631 £ 1.398 nmoles/mg de protefna, Cuadro 1V).
Determinaciones de TBARS en el corazon

Con respecto a los niveles de TBARS encontrados en homogenado de
corazén de cinco pollos testigo y tres con signos de sindrome ascitico, los valores

promedio fueron de 0.432 1 0.083 nmoles/mg de proteina (Cuadro V) y de 1.134 £
0.505 nmoles/mg de protefna respectivamente (Cuadro V).
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DISCUSION

No obstante que se trata de dos tejidos diferentes lama la atencién que los
niveles basales de TBARS tanto en homogenado de higado como de corazén dan
valores similares;ademés en ambos se observa un incremento de 236,22 % y 262.26
% (Cuadros I, 11 y V, VI; Figuras 8 y 9), en los valores obtenidos para higado y
corazon respectivamente en pollos con SA, estos ltimos valores son indicativos de
un atto grado de lipoperoxidacion en estos drganos. Con respecto a los valores
obtenidos de dienos conjugados (Figura 10), no tienen una correlacion entre éstos y
los de TBARS, que son el producto final del proceso de lipoperoxidacion y que
como se sefiala cn la Figura 3 los DC también se forman en etapas previas a las del
malondialdehido, la principal molécula generadora del cromégeno que reacciona
en presencia del 4cido tiobarbiturico. No existe una explicacion satisfactoria a esta
falta de correlacion entre los dos indicadores del proceso de lipoperoxidacion
ensayados en este trabajo. La presencia de un exceso de RL del oxigeno, presentes
en los diferentes tejidos de las aves\con 8A, al afectar los lipidos membranales
provocarfan al menos desde el punto de vista tedrico (Figura 5), una elevacion de
los DC y una similar de los TBARS. Una posibilidad para aclarar tal diferencia
reside en que el estudio reportado por Cawood y col, (1983) (12), en el cual
originalmente se propuso la medicién de los RL por la cuantificacién de DC, las
determinaciones se hicieron a partir de fluidos biologicos: suero humano, bilis,
jugo duodenal y'productos de lipoperoxidacion in vitra, mientras que nuestro
estudio se realizd en el homogenado hepético; a parte hay (iue considerar la
informacion en la literatura, que la mejor cuantificacion de los dienos conjugados

se realiza precisamente en la fraccién microsomal.
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Los resultados de TBARS indican un dafio en la membrana citoplasmitica
de las células hepiticas y cardiacas producido por el proceso de lipoperoxidacion
(LP), este dafio provoca que la membrana se altere y que ef liquido intracelular sea
vertido al exterior, también pueden verse afectadas las paredes vasculares,
influyendo con esto en la salida del plasma sanguinco y del lquido intracelular
hacia la cavidad abdominal, ademds de la hipertension que se tiene en estos

érganos por la estasis y la congestion cronica pasiva.

Los resultados obtenidos en este trabajo, coinciden con lo reportado por
Lozada (1995) (41), en cuanto a higado se reficre, é] encuentra en los pollos con SA,
un aumento gradual en la concentracién de TBARS a partir de la cuarta semana de
edad y que los niveles més altos son observados entre la 6" y 7' semanas, es
importante mencionar que en este mismo drgano Nava (1995) (50) y Villanueva
(1995) (68), reportan una alteractén funcional en el metabolismo del nitrégeno y
carbohidratos respectivamente; por otro lado, los resultados obtenidos en corazon
son el primer reporte de una alteracion molecular en este 6rgano en el caso de aves

con SA.

Basado en los resultados del estudio, se propone en la Figura 11 [a secuencia

de sucesos moleculares que suceden durante el desarrollo del SA:

En las aves con SA, la LP se inicia por la hipoxia, que es el factor
desencadenante del SA, proceso que estimula la actividad de las cnzimas
fosfolipasa Ag v fosfolipasa C para la liberacion del 4cido araquidénico; el cual es

metabolizado via las enzimas ciclooxigenasa y lipooxigenasa, con la subsecuente
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produccién de prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) y leucotrienos (LT) que
son importantes mediadores quimicos del proceso inflamatorio  (60);
responsables de la respuesta Inflamatoria generalizada, la infiltracién y agregacion
dle linfocitos polimorfonucteares (PMN). En este sentido los PMN activados como
respuesta a la inflamacion forman a los radicales libres de oxigeno (RLO) para
inactivar a posibles agentes extrafios; al no haber los antigenos adecuados, estos
RLO producen daiio en el medio inmediato, afectando a los dcidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares. Por otro lado los fagocitos activados
liberan 4cido araquidonico, por medio de las fosfolipasas A9 y C para la formacion
de nuevas PG, TX y LT, acentuando asf la inflamacion. Los leucotrienos son
responsables de la vasoconstriccion de la microvasculatura del pulmén,
coincidiendo con lo que menciona Maxwell y Robertson en 1993 (48) de que existe
una‘vasoconstriccidn de arterias y arteriolas, lo que es un factor determinante en la
hipertensién pulmonar (HP). Por otro lado, en sus hallazgos hematologicos
Maxwell et al (1986b) (44) mencionan una policitemia como otro factor que
contribuye a la HP y células inflamatorias, en particular formas inmaduras y
heteréfilos maduros que fueron observados a menudo en el corazén y en el higado,

entendiéndose con ello que hay una respuesta inflamatoria importante (13).

Diaz et al (1995) (18), proponen la presencia de un cuadro de estres
oxidativo, en el pollo con SA, debido a un desbalance entre ¢l estado oxidante y
antioxidante del ave, proceso que desencadena un dafio potencialmente
metabdlico. Asf el estres oxidativo puede estar involucrado en procesos de
mutagénesis, carcinogénesis, lipoperoxidacion y fragmentacion de proteinas, asf

como alteracion en el metabolismo de carbohidratos; esto se complementa con lo



reportado  por Bottje y  Enkvetchakul (8) que proponen un estado de
lipoperoxidacion en aves con SA al encontrar un desgaste de los antioxidantes

celulares (20).
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CONCLUSIONES

Existe un alto grado de lipoperoxidacion en el higado de pollos con signos
de sindrome ascitico en relacion a los pollos testigo o normales, medido por 1a

presencia de TBARS.

Dafio celular por el proceso de peroxidacién lipfdica en la membrana, el que

es generado por la presencia de radicales libres del oxigeno.

En cornzén de pollos con SA también fué observado un alto grado de

lipoperoxidacion.

Seguin los estudios realizados hasta ahora relacionados con la LP, se puede
decir que este proceso es consecuencia de la hipoxia, esto es, que se presenta
paralelamente con los sucesos compensatorios a la misma, y por lo tanto, que la LP
estd involucrada directamente en la patogenia del sindrome ascitico, pero no se

puede aseverar que ésta origine al SA,

Existe un estres oxidativo en el ave por el desbalance que hay entre la
produccion de los radicales libres de oxfgeno y los mecanismos de defensa para

estabilizarlos con que cuenta el organismo.

Parte del fluido ascitico tiene su origen en el higado posiblemente debido al

dafto lipoperoxidativo.



Se conlirma la tmportancia yue representa la hipoxia dentro de Ia etiologfa

del SA.

Se necesitan mas estudtios para poder definir exactamente la partictpacion

de la LP en la patogenia del SA.
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Cuadrol, Niveles de TBARS en homogenado de higado de pollos testigo (sin
SA), de 6 semanas de edad.

PROTEINA TBARS
I'No. pollo | Lectura Media ng/ml mg/ml Lectura Media nmoles
D.O. enla DO, [mg
598 nm muestra 532 nm proteina
1 0.329 0.327 37.7 15.08 0.050 0.048
0.326 0046 0.430
2 0428 0.400 459 184 0.066 0.063
0372 . 0.060 0.463
3 0316 0.358 411 164 0.067 0.066
0.400 0.065 0.542
4 0339 0397 45.4 182 0.075 0.074
0456 0072 0.543
5 0454 0482 55.2 21 0.060 0.053
0.510 0.046 0.324
6 0329 0.327 77 151 0.048 0.049
0.326 0.049 0.439
7 0380 0.363 413 16.5 0.046 0.045
0.346 0.04 0.368
8 0376 0.393 45.0 18.0 0.043 0.045
0.410 0.046 0.337
9 0428 0.400 459 184 0.044 0.046
0372 0.047 : 0.339
10 0380 0.363 413 16.5 0.055 0.055
0,346 0.054 0.446
1 0376 0.393 45.0 18.0 0.036 0.037
0410 0.038 0.227
12 0.454 0.482 55.2 21 0.065 0060 |
0.510 0.055 0.367
13 0517 0.531 478 19.1 0.052 0.052
0.54 0.052 0.367
1 0.554 0.579 520 208 0.077 0.076
0,603 0.075 0.494
15 0587 0.583 525 210 0072 0073
0.578 0,073 0.467
16 0.535 0.504 527 211 0.043 0.050
0473 0.057 0.245
PROMEDIO 0.403
DESVIACION ESTANDAR + 0.089
ERROR ESTANDA! + 0022]
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Cuadro Il Resultados de TBARS del homogenado de higado de pollos con
SA, ala62 semana de edad.

PROTEINA TBARS
‘ -ﬁmo Lectura | Media pg/mi mg/mi | Lectura | Media | nmoles
D.O. enla D.O. Jmg

595 nm muestra 532 nm proteina

1 giﬁ 0.28 n7 13.1 gig‘;g 0.083 0.857

2 gf;z; 0.35 403 16.1 ggg(; 0.058 0.493

3 gggz 033 377 15.1 8:«;2 0135 1.209

4 8:;;: 034 393 157 g:;i 0123 1.057

5 ggl;r; 034 l93 15.7 g:gg 0139 1.195

6 ggg‘; 0.38 28 171 ggi; 0.049 0.387

7 gggz 053 39.0 15.6 gg% 0070 0.606

8 82523 0.54 482 193 gfg 0219 1.535

9 ggg? 0.63 M5 138 g}gf 0.102 0.998

10 gﬁg 042 422 16.9 3(1);; ons 0.994

1 gg{;‘: 053 foa 201 g:gi‘ 0.180 1.208

12 gggg 056 534 214 g;gz 0.200 1.264

13 82;2 0.65 517 207 ggg 0.123 0.803

u gg 0.67 60.2 U1 g:zg 0.191 1_070

15 g;?; 052 #5 17.8 g;z}z !).1 12 0.850

16 gz;g 0.60 4.5 174 gggi 0092 0.714
0.953
DESVIACION ESTANDAR + 0.306
ERROR ESTANDAR + 0.077
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Cuadro III. Datos de dienos conjugados (DC) en homogenado de higado de pollos
testigo, (sin SA) a las 6 semanas de edad.

PROTEINA DIENQS CONJUGADOS |
No. pollo | Lectura Media e mg/ml Lectura Media nmales
D.O. enla D.O. fmg
598 nm muesira 240 nm protelna
1 0329 0327 377 151 0.020 0.032 349
0326 0.044 *
2 0428 0.400 45.9 184 0.064 0.079
0372 0.095 7.09
3 0316 0.358 - 411 164 0.086 0,096
0400 0.105 9.62
4 0339 0.397 45.4 18.2 0.095 0,092
0.456 0.089 8.4
5 0454 0482 55.2 21 0.055 0.053
0510 0.050 3.95
6 0329 03277 377 15.1 0.060 0.059
0.926 0.058 6.44
7 0.380 0.363 413 165 0,050 0.052
0.346 0.053 518
8 0.376 039 450 | 180 0.056 0.055 :
0.410 0.053 5.03
9 0373 0.400 459 184 | 0083 0,075
0427 0.062 6.73
10 0.380 0363 413 165 0.020 0020
0.346 0.020 1'99
PROMEDIO 5.786
DESVIACION ESTANDAR + 2315
ERROR ESTANDAR + 0732




Cuadro V. Datos de DC en homogenado de higado de pollos con 5A a las 64

semana de edad.
e ——
PROTEINA DIENOS CONJUGADOS
No.polio | Lectura | Media pg/ml mg/ml | Lectura | Medla nmales
D.Q. enla D.O. Jmg
598 nm muestra 240 nm protelna
1 0384 040 46,5 18.6 0.034 0.03 3.01
0422 0.034 ‘
2 0.286 0.28 327 13.1 0.8 0.04
0,281 0.055 4.66
k} 0.337 0.35 403 16.1 0.049 0.05
0.367 0.052 5.11
4 0.267 0.33 77 151 0.055 0.06
0.389 0.069 6.77
5 0318 034 393 157 0.050 0.05
0.364 0,050 5'45
6 0.364 0.34 33,3 157 0.047 0,05
0.318 0.054 5'34
7 0.557 0.55 390 15.6 0.034 0.04
0.551 0.040 240
8 0.559 0.53 478 19.1 0.050 0.05
0.501 0.050 4.31
PROMEDIO 4.631
DESVIACION ESTANDAR + 1,398
ERROR ESTANDAR + 0494
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Cuadro V. Niveles de TBARS en homogenado de corazén de pollos testigo (sin SA)

de 6 semanas de edad.
e —
PROTEINA TBARS
———
No.pollo | Lectura | Media ug/ml mg/ml lectura | Media nmoles
D.O. enla D.O, /mg
395 nm muestra 532 nm proteina
1 0.193 0.181 25.1 10,04 0040 0.036
0168 | . 0.032 0.484
2 0429 0.457 51.0 2040 0.061 0.059
0485 0.056 0.387
3 0.442 0.443 417 16.67 0.066 0.068
0444 0.069 0.547
4 0.469 0468 2.2 16.88 0.045 0.043
0466 0.040 0.340
5 0439 0.432 36.5 14.60 0.044 0.044
0.425 0.043 0.402
PROMEDIO 0432
DESVIACION ESTANDAR + 0.083
ERROR ESTANDAR + 0037
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Cuadro V1. Niveles de TBARS en homogenado de corazon de pollos con SA, a la

62 semana de edad.
| PROTEINA TRARS
"No.pollo | Lachwa | Media | wgml | mgml | Lactura | Medis | nmoles
DO nls Do. mg
Mam. muesire 332 nm prodeina
‘ 1 0108 0199 77 108 0.085 0.068
0210 0.051 0.829
2 0.208 0.216 201 805 0,052 0.081
i 00%2 0.856
3 0382 0399 33 131 0.150 0.169
‘ 0.416. 0.188 1.716
1134
DESVIACION ESTANDAR + 0.805
ESTANDAR + 0.291
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